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Verfahren zur Herstellung eines Lysates zur zellfreien 

Proteinbiosynthese 

5 Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines 
Lysates sowie eine Verwendung des Lysates, wobei das Lysat 
eine geringe Aktivit&t essentieller Translationsprodukte 
10 aufweist, zur zellfreien Proteinbiosynthese von synthe- 
tischen Proteinen. 

Hintergrund der Erfindung 

15 

Proteine werden fiar biotechnologische und medizinische 
Anwendungen in hoher Reinheit, insbesondere aber auch in 
hoher Menge benotigt. Meist ist eine klassische Synthese 
kaum moglich, jedenfalls in der Regel unwirtschaftlich. 
20 Dies betrifft besonders die Herstellung modif izierter Pro- 
teine bzw. von Proteinen, die - nicht-naturliche Aminosauren 
enthalten. 

Eine Moglichkeit der Herstellung von Proteinen in grSBerem 
25 MaBstab ist die gentechnische Herstellung. Hierzu wird 
klonierte DNA, welche fur das gewiinschte Protein codiert, 
als fremde DNA in Form von Vektoren bzw. Plasmiden in Zel- 
len, insbesondere prokaryontische Zellen, eingeschleust . 
Diese Zellen werden dann kultiviert, wobei die durch die 
30 fremde DNA codierten Proteine exprimiert und gewonnen wer- 
den. Zwar lassen sich auf diesem Wege bereits gesteigerte 
Mengen an Protein gewinnen, die insofern bekannten Malinah- 
men, insbesondere die Klonierung, sind jedoch aufwendig. 
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Zudem sind die Zellen meist nur transient transfiziert und 
nur in Ausnahmef alien stabil immortalisiert • Desweiteren 
beherbergt die in vivo Proteinbiosynthese mehrere 
Nachteile: Das zelleigene Expressionssystem unterdriickt - 
5 die Expression heterologer Genstrukturen oder ent- 

sprechende mRNA oder Genprodukte sind instabil oder werden 
durch intrazellulare Nukleasen bzw. Proteasen zerstort. 
Bei toxischen Endprodukten fiihrt die Expression zur Hem- 
mung oder gar zum Absterben des Organismus. Diese Probleme 
10 fiihren dazu, dass eine deutliche Oberproduktion des er- 
wunschten Proteins kaum moglich ist. 

Die zellfreie Proteinbiosynthese stellt eine effektive 
Alternative zur Synthese von Proteinen durch genetisch 

15 veranderte Organismen dar, da hier die obengenannten 

Phanomene vermeidbar sind. Bekannte zellfreie Proteinbio- 
synthesesysteme sind Lysate von Kaninchenreticulocyten, 
aus Weizenkeimlingen und bakteriellen S30-Extrakten. Meth- 
oden zur Herstellung eines Lysates sind dem Fachmann wohl 

20 bekannt. Jedoch weiterhin problematisch bei der Verwendung 
eines Lysates ist, dass im Lysat Komponenten enthalten 
sein konnen, welche storend in die Produktiori des 
gewiinschten Proteins eingreifen und somit die Ausbeute 
reduzieren. Der negative Effekt solcher Komponenten kann 

25 durch deren Inhibierung oder Entfernung aus dem Lysat un- 
terbunden werden. Storende Aktivitaten werden bei der Her- 
stellung von Lysaten allein dadurch entfernt, dass der 
Inhalt der Zelle im Verlauf der Aufarbeitung der fur die 
Proteinbiosynthese wichtigen Komponenten fraktioniert 

30 wird. Wahrend dieses Prozesses werden beispielsweise Mem- 
bran- und Zellwandkomponenten, ein grofier Teil der chromo- 
somalen DNA sowie niedermolekulare Komponenten abgetrennt. 
Verbliebene Aktivitaten miissen in weiteren Auf arbeitungs- 
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schritten beseitigt oder vorab durch genetische Modi- 
fizierung des Organismus verhindert werden. 

Aus der Literaturstelle US 6,337,191 ist die Verwendung 
5 eines Lysates zur Herstellung von Proteinen mit einem ver- 
besserten Energieregenerierungssystem, in welchem optional 
storende Enzymaktivitaten durch Inhibierung oder Entfer- 
nung der unerwunschten Enzyme zusatzlich eleminiert wer- 
den, bekannt. Mogliche Methoden sind das 
10 Knockoutverf ahren, Antisense- oder weitere bekannte Ver- 
fahren zur Entfernung von Proteinen, wie 
Af f initatschromatographien. 

Auch sind Lysate aus gentechnisch veranderten Zellstammen 
15 bekannt, welche defizient an bestimmten Aktivitaten sind. 
Beispielhaft sei hier der genetisch veranderte E. coli- 
Stamm EcoPro T7 der Firma Novagen genannt, welcher de- 
fizient an den Proteasen Ion und ompT ist. 

20 In besonderen Fallen ist das die in vitro Proteinbiosyn- 
these storende Protein fur das Wachstum des Organismus 
unerlafilich. Eine Inaktivierung des Enzyms fuhrt zwang- 
sl^ufig zum Absterben des Organismus. In solchen Fallen 
ist das Enzym nachtrSglich zu inaktivieren oder zu ent- 

25 fernen. Die bereit genannte Literaturstelle US 6,337,191 
gibt hierzu diverse Methoden an. 

Im Wege der zellfreien Proteinbiosynthese lassen sich ins- 
besondere synthetische Proteine, welche unnatiirliche Ami- 
30 nos&uren enthalten, herstellen. Hierbei wird das Codon 

einer Aminosaure durch Mutation in ein Nonsense-Codon ent- 
sprechend einem Terminationscodon umgewandelt. Der Einbau 
unnattirlicher Aminosauren erfolgt durch zu diesem 
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Terminationscodon komplementare tRNAs, welche mit den un- 
naturlichen AminosSuren synthetisch beladen sind. Das Ter- 
minationscodon UAG steht ftir das Amber-Codon, entsprechend 
werden die dem Terminationscodon UAG komplementare tRNAs 
5 als amber-Suppressor-tRNAs bezeichnet. Der Einbau von un- 
naturlichen AminosSuren mit Hilfe von Amber-Suppressor- 
tRNAs am UAG Stop-Codon steht jedoch in direkter Konkur- 
renz zum Abbruch der Kettenbildung durch den nattirlichen 
Terminationsf aktor 1 (RF1) . Unter Umst&nden ist die 

10 Konkurrenz so stark, dass nur ein sehr geringer Teil der 
Aminoacyl-tRNA fur die Proteinsynthese genutzt wird und 
ein unerwunscht groBer Anteil der Kapazitat des Transla- 
tionssystems fur die Synthese terminierter Peptide genutzt 
wird. Folge dieses Konkurrenzverhaltens ist ein schlechter 

15 Einbau der unnatlirlichen Aminosaure und somit eine nie- 
drige Ausbeute an modif iziertem Protein, verbunden mit 
einer hohen Anzahl von unerwtinschten Nebenprodukten beste- 
hend aus vorzeitig abgebrochenen Oder terminierten 
Proteinketten . 

20 

In der Literaturstelle Shimizu et al.; Nature Biotech 19 
(8): 751 - 755, 1991 ist ein Pure-System beschrieben, in 
welchem eine Suppressor-tRNA effizient f unktioniert , wenn 
RF 1 weggelassen wird. 

25 

Aus der Literaturstelle Short et al.; Biochemistry 38: 
8808 - 8819, 1999 ist ein Temperatur sensitiver Termina- 
tionsf aktor 1 aus E. Coli bekannt, welcher durch mildes 
Erhitzen des Lysates inaktiviert wird. Die Steigerung der 
30 Ausbeute mit unnatlirlichen Aminosauren modif izierter Pro- 
teine ist signifikant. Ebenso sind weniger Nebenprodukte 
bei der Herstellung des Proteins DHFR zu verzeichnen. 
Nachteilig an diesem Verfahren ist die Erwarmung des 
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Lysates, durch welche weitere thermosensitive Faktoren des 
Proteinbiosyntheseapparates zerstort werden. 

5 Technisches Problem der Erfindung 

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde f ein 
Verfahren zur Herstellung eines Lysates zur zellfreien 
Proteinbiosynthese anzugeben, welches einfach ist, wobei 
10 das erhaltene Lysat erh6hte Ausbeuten an synthetischem 
Protein im ublichen zellfreien Proteinbiosynthese- 
Verfahren erlaubt. 

15 Definitionen 

Der Begriff "Lysat" umfaftt alle durch Aufschluii eukaryon- 
tischer oder prokaryontischer Zellen hergestellte aktiven 
Zellextrakte . 

20 

Unter "essentiellen Translationsprodukten" werden Genpro- 
dukte verstanden, welche ftir das Oberleben und/oder die 
Vermehrung einer Zelle zwingend notwendig sind* 

25 Unter "synthetischen Proteinen" werden zellfrei herg- 
estellte Proteine verstanden. 

"Reduzierte Ausbeute" bezeichnet, dass die Ausbeute eines 
synthetischen Proteins durch zellfreie Proteinbiosynthese 
30 in einem Lysat, welches das essentielle Translationspro- 
dukt enthalt, 10% bezogen auf Gewichte, vorzugsweise 20 % 
bis 80% , besonders bevorzugt \iber 90%, geringer ist als 
die Ausbeute des gleichen synthetischen Proteins in einem 
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Lysat gleicher Art und bei ansonsten gleichen Bedingungen, 
aus welchem jedoch das essentielle Translationsprodukt 
abgetrennt wurde. 

5 Eine "Markersequenz" stellt eine Struktur dar, welche der 
Identif izierung von Molekiilen u.a. Proteinen dient. Eine 
solche Struktur kann eine kurze Sequenz von Aminosauren 
sein, wobei die Anzahl an Aminosauren bevorzugt kleiner 
10 , insbesondere zwischen 4 bis 8 ist. Beispielhaft ist 
10 eine solche Struktur ein Tag. Eine Markersequenz kann auch 
fur Enzyme codieren, anhand derer das markierte Molekiil 
identif iziert und auch abgetrennt werden kann, 

Eine "Selektionssequenz" codiert fur eine Struktur, der 
15 unter bestimmten selektiven Bedingungen nur dem Trager 
dieser Selektionssequenz ein Oberleben erlauben. In der 
Regel handelt es sich urn Resistenzgene gegeniiber bes- 
timmten Antibiotika. Weitere Selektionssequenzen konnen 
aus dem Stoffwechsel der Nukleinsauren oder der Ami- 
20 nosauren stammen. 

Der Begriff der "Lyse" bezeichnet die Auflosung von Zellen 
durch Zerstorung der Zellwand bzw. Zellmembran entweder 
unter Mitwirkung lytischer Enzyme oder durch mechanische 
25 oder chemische Einwirkung. 



Grundztige der Erfindung 

30 Zur LSsung des technischen Problems lehrt die Erfindung 
ein Verfahren zur Herstellung eines Lysates zur zellfreien 
Proteinbiosynthese mit den folgenden Verf ahrensschritten: 
a) Austausch einer fur ein essentielles, jedoch die 
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Ausbeute einer zellfreien Proteinbiosynthese reduzierendes 
Translationsprodukt codierenden genomischen Sequenz in 
einem Organismus gegen eine unter einem geeigneten regula- 
torischen Element stehende fremde DNA, wobei die fremde 
5 DNA fur das essentielle Translationsprodukt, jedoch 

zusatzlich enthaltend eine Markersequenz codiert, b) Kul- 
tivieren des gemail a) klonierten Organismus, c) Lyse der 
Organismen aus der Kultur nach b) und d) Abtrennung des 
essentiellen Translationsproduktes aus dem in c erhaltenen 

10 Lysat mittels eines fur die Markersequenz selektiven 

Trennverf ahrens . Das regulatorische Element kann ebenfalls 
fremd sein, es kann sich aber auch um ein natiirlicherweise 
vorliegendes regulatorisches Element handeln. In ersterem 
Falle mufi auch das regulatorische Element, im gleichen 

15 Verf ahrensschritt, wie die Einfuhrung der fremden DNA oder 
in einem hiervon verschiedenen Verf ahrensschritt , einge- 
fuhrt werden. 

Die Herstellung des erf indungsgemafien Lysates ist einfach, 
20 und das erhaltene Lysat erlaubt erhohte Ausbeuten an syn- 
thetischem Protein in zellfreien Proteinbiosynthese-Ver- 
fahren, insbesondere eine hohe Ausbeute an Proteinen mit 
nicht-naturlichen Aminosauren. 

25 Dies wird dadurch erreicht, dass das essentielle Transla- 
tionsprodukt mit einer Markersequenz versehen wird, durch 
welche das essentielle Translationsprodukt iiber die Af- 
finitat der Markersequenz aus dem Lysat entfernt oder 
seine Aktivitat inhibiert wird. Die Modif izierung des es- 

30 sentiellen Translationsproduktes erfolgt im chromosomalen 
Gen des Proteins, so daJ5 das essentielle Translationspro- 
dukt mit der Markersequenz fusioniert exprimiert wird. 
Eine Markersequenz codiert far eine Struktur, Welche eine 
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hohe Affinitat fur (meist immobilisierte) Bindungsstellen 
in Trennsystemen zur Aufreinigung oder zu Inhibitoren auf- 
weist. Dadurch kann die Aktivitat des essentiellen Trans- 
lationsproduktes aus einer Mixtur von Proteinen oder einer 
5 Mixtur von beliebigen Molekulen, welche die Markersequenz 
nicht enthalten, entfernt werden, 

Durch den Einbau der Markersequenz in das chromosomale Gen 
des essentiellen Translationsproduktes des Organismus wird 
10 eine stabile Transformation des Organismus erreicht. Unter 
dieser Voraussetzung ist eine Kultivierung des gentech- 
nisch verSnderten Organismus ohne Verlust seiner zusatzli- 
chen genetischen Information moglich, und zwar auch ohne 
Selektionsdruck. 

15 

Ein bevorzugtes Merkmal der vorliegenden Erfindung ist, 
dass die Markersequenz die Proteineigenschaf ten des essen- 
tiellen Translationsproduktes nicht beeintrSchtigt . Ein 
aktives essentielles Translationsprodukt ist vorteilhaft 

20 fiir eine erfolgreiche Kultivierung des genetisch verander- 
ten Organismus. Die Bestimmung der Funktionalitat des mit 
einer Markersequenz versehenen essentiellen Translation- 
sproduktes erfolgt iiber ein fur die Funktion des essen- 
tiellen Translationsproduktes spezifisches Assay. Hierzu 

25 wird ein DNA- Fragment codierend far das essentielle Trans- 
lationsprodukt und die Markersequenz iiber eine 
Expressions-PCR translatiert . Die Funktionalitat wird an- 
hand der Syntheserate des Produktes, an dessen Synthese 
das essentielle Translationsprodukt beteiligt ist, beur- 

30 teilt. Die Syntheserate in Gegenwart des nativen essen- 
tiellen Translationsproduktes wird mit der Syntheserate in 
Gegenwart des modif izierten essentiellen Translationspro- 
duktes verglichen und dariiber die Funktionalitat 
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beurteilt. Die Funktionalitat des essentiellen Transla- 
tions- produktes ist durch die Markersequenz nicht beein- 
trachtigt, wenn die Produktsyntheserate des markierten 
essentiellen Translationsproduktes 10%, bevorzugt 40 bis 
5 60 %, insbesondere uber 90% der Syntheserate des nativen 
essentiellen Translationsproduktes betragt. 

Das Lysat aus einem stabil transf ormierten erfindungs- 
gemaiien Organismus enthalt bis zu 100 Gew.-% (bezogen auf 

10 die Gesamtmenge an Translationsprodukt ) das essentielle 
Translationsprodukt in Fusion mit der Markersequenz und 
ist allenfalls nur geringfugig (< 10 Gew.-%, sogar < 1 
Gew.-%, bezogen auf die Gesamtmenge an Translationspro- 
dukt) mit dem naturlichen essentiellen Translationsprodukt 

15 kontaminiert . Durch die Markersequenz ist das im Lysat 
unerwunschte essentielle Translationsprodukt leicht und 
effektiv aus dem Lysat entfernbar. Inf olgedessen ist die 
Proteinbiosynthese synthetischer Proteine, in welche 
nicht-naturliche Minosauren eingebaut sind, schneller, 

20 mit hoheren Ausbeuten und einer geringeren Anzahl von Ne- 
benprodukten durchf ilhrbar . 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung ist, dass speziell nur 
eine unerwunschte Komponente aus dem Lysat entfernt werden 

25 kann. Es kann aber auch vorgesehen sein, dass mehrere ver- 
schiedene unerwunschte Translationsprodukte mit ver- 
schiedenen Markersequenzen, vorteilhaf terweise jedoch mit 
der gleichen versehen sind r so dass mit einer Trennmethode 
alle unerwilnschtenn Translationsprodukte entfernt werden 

30 konnen, Insofern kann die Verf ahrensstuf e a) fur ver- 
schiedene Translationsprodukte ausgefuhrt werden, wobei 
die Markersequenz jeweils gleich Oder verschieden sein 
kann. 
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Ausfuhrungsf ormen der Erfindung 

5 Die Klonierung des Organismus kann durch in Fachkreisen 
bekannte Transf ormationsmethoden wie Mikroinjektion, Elek- 
troporation Oder durch chemisch vermittelte Aufnahmen der 
DNA erfolgen. 

10 Die Isolierung des erfolgreich klonierten Organismus er- 
folgt anhand der Selektionssequenz nach in Fachkreisen 
bekannten Verfahren. 

Die Kultivierung des Organismus kann im Batch-, Fed-Batch 
15 oder kontinuierlichen Verfahren erfolgen. 

Ebenso kann die Proteinbiosynthese von synthetischen Pro- 
teinen enthaltend nicht-naturliche Aminosauren im Batch-, 
Fed-Batch oder kontinuierlichen Verfahren erfolgen. 

20 

Die Lyse der Zellen erfolgt beispielsweise durch mecha- 
nische Einwirkung wie Hochdruckhomogenisation, durch Ul- 
traschall oder durch Aufschluss in Kugelmiihlen. 

25 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist das es- 
sentielle Translationsprodukt der Terminationsf aktor RF1, 
welcher das Terminationscodon UAG erkennt. Es versteht 
sich, dass das essentielle Translationsprodukt auch aus 
anderen Proteinen, die die Funktion eines Lysates zur 

30 zellfreien Proteinbiosynthese herabsetzen oder storen, 
ausgewahlt werden kann. Beispielsweise kann das essen- 
tielle Translationsprodukt ein anderer Terminationsf aktor 
sein oder ein Protein, das mit einem Terminationsf aktor 
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interagiert, beispielsweise HemK. Auch andere Faktoren cier 
Translation, deren Inaktivierung fur die lebende Zelle 
letal ware, deren Entfernung aber die Effizienz der Trans- 
lation oder andere Anwendungen des Lysates positiv beein- 
5 flulit, konnen im Rahmen der Erfindung aus Lysaten entfernt 
werden. So kann das essentielle Translationsprodukt 
beispielsweise eine Aminoacyl-tRNA-Synthetase umfassen, 
deren Entfernung zu einer Inaktivierung der entsprechenden 
durch die Synthetase erkannten tRNAs fuhren wtirde, so dass 

10 letztendlich eine bestimmte Aminosaure an ausgewahlten 
Codons durch eine andere ersetzt werden kann. Bevorzugt 
ist in diesem Zusarranenhang beispielsweise die Cysteinyl- 
tRNA-Synthetase, durch deren Entfernung aus dem Lysat die 
beiden Codone fur Cystein fur andere - insbesondere auch 

15 unnaturliche oder modif izierte - Aminosauren zur Verfiigung 
stehen wtirden. Prinzipiell sind alle Aminoacyl-tRNA- 
Synthetasen, besonders diejenigen, welche relativ selten 
in Proteinen enthaltene Aminosauren aktivieren, denkbar. 
Ein anderes essentielles Translationsprodukt besteht in 

20 der Methionyl-tRNA Transf ormylase, die die Formylierung 
der prokaryontischen Methionyl-Initiator-tRNA (Met-tRNAf ) 
katalysiert. Die Entfernung dieses Enzyms - oder auch 
eines anderen Enzyms des Formylierungsweges - aus einem 
System fur die zellfreie Proteinbiosynthese wiirde die 

25 Translationsinitiation mit naturlichem Methionin wesen- 
tlich reduzieren oder sogar vollstandig ausschalten. Hier- 
durch konnte die Effizienz von Initiator-tRNAs, die mit 
N-f ormylierten modif izierten oder unnaturlichen 
Aminosauren, beispielsweise f luoreszierenden oder 

30 biotinylierten Aminosauren, praacyliert wurden, wesentlich 
erh5ht werden, und somit die Synthese kotranslational N- 
terminal modif izierter Proteine betrachtlich gesteigert 
werden. Auch der Markierungsgrad solcherart modif izierter 
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Proteine konnte wesentlich, wahrscheinlich bis nahe 100% 
erhoht werden. Eine andere Moglichkeit besteht darin, 
einen Initiationsf aktor dem System zu entnehmen, um ge- 
zielt in die Initiation eingreifen zu konnen. Beispiel- 
5 sweise konnte dieser Faktor dann zusammen mit prSa- 

cylierter tRNA wieder in das System gegeben werden Oder 
durch einen anderen Initiationsf aktor ersetzt werden. An- 
dere Beispiele fur essentielle Translationsprodukte konnen 
aus der Gruppe der Phosphatasen ausgewahlt werden und 

10 beispielsweise den Energiehaushalt der Lysate positiv bee- 
influssen. Die Manipulation von Enzymen des Minosaure- 
stof fwechsels, beispielsweise die Entfernung von Amino- 
transferasen oder Isomerasen, ist dazu geeignet, die Ein- 
ftthrung einzelner markierter Aminosaurespezies ohne 

15 Scrambling zu ermoglichen. Selbstverstandlich konnen es- 
sentielle Translationsprodukte auch aus der Gruppe eukary- 
ontischer Proteine ausgewahlt werden. Hier sind 
beispielsweise Faktoren der eukaryontischen Transla- 
tionsinitiation zu nennen, wie eIF2. Dieser Faktor besitzt 

20 eine regulatorische Untereinheit , eIF2a f die in ihrer 

phosphorylierten Form die Initiation der Translation in- 
hibiert. Da eIF2 auch ohne diese Untereinheit aktiv ist, 
wurde die Entfernung von eIF2a zu einer Verbesserung der 
Translationsinitiation und somit zu einer Verbesserung der 

25 Proteinausbeuten im eukaryontischen zellfreien System 

ftihren. Auch Faktoren aus der Gruppe der Nukleasen, Prote- 
asen, Kinasen, Racemasen, Isomerasen, Dehydrogenasen oder 
Polymerasen konnen bevorzugte Ziele des prokaryontischen 
oder eukaryontischen Systems sei. 

30 

In einer besonderen Aus fuhrungs form ist die Markersequenz 
ausgewahlt aus der Gruppe " StrepTag-II , Polyhistidin, 
FLAG, Polyarginin, Polyaspartat , Polygluthamin, 
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Polyphenylalanin, Polycystein, Myc, Gluthadion-S- 
Transferase r Protein A, Maltose bindendes Protein, Galac- 
tose bindendes Protein, Chloramphenicol- 

Acetyltransf erase" . Weitere Beispiele sind in den Paten- 
5 tanspriichen angegeben. 

Die Markersequenz und das chromosomale Gen des essentiel- 
len Translationsproduktes werden als Fusionsprotein ex- 
primiert. In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm ist die 

10 Markersequenz ein StrepTag-II, eine Peptidstruktur aus 8 
Aminosauren mit Affinitat zu StrepTactin. So kann 
beispielsweise der exprimierte Terminationsf aktor RF1 am 
c-terminalen Ende das StrepTag-II aufweisen. Die Abtren- 
nung des RFl-StrepTagll-Fusionsproteins erfolgt ent- 

15 sprechend an einer mit StrepTactin beladenen 

Af f initatsmatrix oder anderen Sll-bindenden Matrices. Die 
Abtrennung kann auf der Basis saulenchromatographischer 
Verfahren, aber auch ttber Batchverf ahren erfolgen. Es ver- 
steht sich, dass auch eine andere Markersequenz und ihr 

20 entsprechender Af f initatspartner anwendbar ist. Beispiel- 
haft sei hier das PolyHis-Tag genannt. Ein PolyHis-Tag 
besteht in der Regel aus sechs auf einanderf olgenden 
Histindinresten, kann in seiner Lange aber zwischen 4 bis 
10 Resten varieren. In einer anderen bevorzugten Aus- 

25 fiihrungsform erfolgt die Isolierung der essentiellen 
Translationsprodukte tiber entsprechende Antikorper, An- 
tikorperf ragmente oder \iber Aptamere. Unter Umstanden be- 
wirkt die Affinitat der Bindungspartner auch gleichzeitig 
eine Inhibition der Aktivitat des essentiellen Transla- 

30 tionsproduktes . 

Hinsichtlich der Wahl der Methode zur Proteinabtrennung 
ist eine Methode auszuwahlen, welche die 
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Translationsaktivitat des Lysates nicht negativ beein- 
flullt, d.h. wichtige Reaktionskomponenten des Transla- 
tionssystems nicht abgetrennt. 

5 Grundsatzlich kann der Organismus eine Eukaryont oder Pro- 
kariont sein. Vielfach hilfreich ist, wenn der Organismus 
zur Herstellung eines Lysates ein Prokaryont ist. Ergan- 
zend wird auf die Patenanspruche verwiesen. Besonders 
geeignet ist das Translationssystem aus Escherichia coli. 

10 

Die Erfindung lehrt desweiteren ein Lysat zur zellfreien 
Proteinbiosynthese mit einer verminderten Aktivitat eines 
essentiellen Translationsproduktes sowie dessen Verwendung 
zur Herstellung synthetischer Proteine enthaltend nicht - 

15 natUrliche oder modif izierte naturliche Aminosauren. In 
einer bevorzugten Aus fuhrungs form weist das Lysat eine 
verminderte Aktivitat eines an der Termination beteiligten 
Faktors, bevorzugt RF1, auf. Ein Beispiel fur die Herstel- 
lung modif izierter synthetischer Proteine ist der Einbau 

20 von Biotinyllysin (Biocytin) mittels einer mit der Ami- 
nosaure aminoacylierten amjber-Suppressor-tRNA. Bezuglich 
der Synthese und Aufreinigung biotinylierter oder anderer 
StrepTactin-bindender Proteine weist das System einen 
weiteren Vorteil auf: Da endogene biotinylierte Proteine 

25 wahrend der Abtrennung von RF1-II ebenfalls abgetrennt 
werden, wird eine Kontamination von syntheischen Prote- 
inen, die mit Hilfe von Strepavidin oder Shnlichen Matri- 
ces aufgereinigt werden, mit biotinylierten Proteinen aus 
dem Produktionsstamm vermieden. Das Lysat ermoglicht aber 

30 auch den ef f izienteren Einbau anderer f unktioneller Grup- 
pen in Proteine , besonders bevorzugt den Einbau von 
Fluorophoren, - oder den einer universell reaktiven 
Gruppe, iiber die andere Funktionen selektiv und 
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ortsspezif isch gekoppelt werden konnen. Eine Verwendung- 
salternative ist auch der Einbau von natiirlichen Ami- 
nosauren, die beispielsweise isotopenmarkiert oder 
selenhaltig vorliegen konnen. 

5 

Die Beladung der amber-Suppressor-tRNA mit der unnatiirli- 
chen Aminosaure kann mittels der sogenannten chemischen 
Aminoacylierung erfolgen oder auch mit Hilfe von Enzymen, 
beispielsweise Synthetasen oder Ribozyme. Es ist auch 

10 moglich, enzymatische und verschiedene chemische Methoden 
miteinander zu kombinieren. Beispielsweise kann die tRNA 
erst chemisch oder enzymatisch mit Lysin, Cystein oder 
einer anderen Aminosaure , die eine reaktive Funktion in 
der Seitenkette enthalt, aminoacyliert werden. An die ent- 

15 sprechende Aminoacyl-tRNA wird dann iiber die reaktive 
Funktion der Aminosaure eine interessante funktionelle 
Gruppe, beispielsweise ein Fluorophor, mit Hilfe gebrauch- 
licher chemischer Methoden gekoppelt. So kann beispiel- 
sweise die Sulfhydrylgruppe von Cystein iiber Maleimid 

20 modifiziert werden oder eine Aminogruppe iiber einen NHS- 
Ester. Die Aminoacylbindung der tRNA kann wahrend der 
Modif ikation stabilisiert sein, beispielsweise durch das 
Vorhandensein einer Schutzgruppe an der alpha-Aminogruppe . 

25 Das System eignet sich fur die Beantwortung und Losung 
wissenschaftlicher Fragestellungen der Proteinf orschung. 
Weiterhin eignet sich das System prinzipiell fur ein 
Ribosomen-Display, da nach der Entfernung eines Termina- 
tionsfaktors das entsprechende Codon nicht abgelesen wer- 

30 den kann und dadurch der ribosomale Komplex aus mRNA, 

synthetischem Protein und Ribosom eine erhohte StabilitSt 
aufweist. Das System erlaubt auch eine definierte Ein- 
fuhrung von Puromycin oder entsprechender Derivate an der 
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Position des oben genannten Codons . Puromycin konkurriert 
normalerweise mit dem ternaren Komplex oder Terminations- 
faktoren und wird statistisch an das Ende der wachsenden 
Proteinkette angefugt. Die Generierung eines "ausgehunger- 
5 ten" Codons durch die Entfernung eines Terminationsf aktors 
ermoglicht den definierten Einbau von Puromycin an dieser 
Position. Auf diese Weise konnen an synthetische Proteine 
Funktionen angehangt werden, die an das Puromycin gekop- 
pelt werden, beispielsweise DNA-Oligomere, Zucker oder 
10 andere Bausteine. 

In einer anderen Ausf iihrungsf orm kann das Lysat auch eine 
verminderte Aktivitat eines anderen essentiellen Transla- 
tionsproduktes aufweisen, beispielsweise eines aus der 

15 Gruppe der Phosphatasen, der Nukleasen, der Synthetasen 
oder Proteasen. Hierdurch kann die Herstellung solcher 
synthetischer Proteine verbessert werden, deren Synthese 
durch die Aktivit&t anderer essentieller Translationspro- 
dukte als durch die Aktivitat der Terminationsf aktoren 

20 limitiert wird. 

Es ist auch moglich, mit Hilfe der dargelegten Methode 
bestimmte essentielle Translationsprodukte aus dem Lysat 
zu entfernen, die eine Beantwortung bestimmter wissen- 
25 schaftlicher Fragestellungen storen, oder deren Entfernung 
eine Untersuchung bestimmter Fragestellungen erst 
ermoglicht . 

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von nicht limitier- 
30 enden Beispielen naher erlautert. 
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Beispiel 1: Konkurrenzverhalten von RF1 und 
amber-Suppressor-tRNA 

In der Figur 1 ist eine schematische Darstellung des 
5 Konkurrenzverhaltens von RF1 und einer amber-Suppressor- 
tRNA dargestellt. Je nachdem welches der beiden Moleklile 
mit dem Codon UAG paart, wird das Protein terminiert oder 
eine Aminosaure eingebaut und die Translation mit der 
Bildung des Suppressionsproduktes fortgefiihrt. 

10 

Beispiel 2: Voruntersuchungen zur Funktionalitat von 
RF1-SII : Expressions-PCR 

15 Da eine Inaktivierung des Terminationsf aktors RF1 lethal 
fur den Organismus ware, wurde der Einfluli des angefugten 
StrepTags II auf die Aktivitat von RF1 untersucht. Fur 
diese Untersuchung wurde RF1 ausschlieiilich von 
Expressions-PCR-Produkten translatiert . Figur 2 zeigt die 

20 praparative Expression und Aufreinigung von RF1-SII. R 

entspricht der in vitro Translationsreaktion, D dem Durch- 
lauf, Wl, W2, W3 den Waschf raktionen und El, E2, E3 den 
Elutionsf raktionen . 

25 Beispiel 3: Voruntersuchungen zur Funktionalitat von 

RF1-SII : Amber-Suppressor-Assay 

Figur 3 zeigt den Funktionstest von RF1-SII im amber- 
Suppressor-Assay. Die Ziffern 1 in Figur 3A bezeichnet die 
30 Durchfiihrung des Assays in einem Ansatz ohne Zugabe von 
Suppressor-tRNA. Die Ziffern 2 bis 5 sind Ansatze mit 
Suppressor-tRNA (1 pM) . Ansatz 2 enthalt kein RF1-SII. Die 
Ansatze 3 bis 5 sind mit auf gereinigtem RF1-SII (3: 0,0625 
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]iM r 4: 0,13 pM, 5: 0,2 6 pM) angereichert . Figur B zeigt 
die Rate der tRNA-Selektion in Abhangigkeit von der Zugabe 
von RF1-SII. Die "Rate der tRNA-Selektion" wird berechnet, 
indem anhand eines Phospholmage die naolaren Mengen an syn- 
5 thetischem Suppressions- und synthetischem Termination- 
sprodukt bestimmt werden und der Quotient aus den beiden 
Werten gebildet wird. Die Erhohung des RFl-SII-Anteils im 
Ansatz fuhrt zu einer vermehrten Produktion des Termina- 
tionsproduktes . Figur 3B zeigt die Rate der tRNA-Selektion 
10 in Abhangigkeit von der Mengen RF1-SII im Ansatz. Die 
tRNA-Selektionrate sinkt mit der Zugabe von RF1-SII von 
3,5 auf unter 1 ab und kann durch Erhohung des 
RFl-SII-Anteils weiter reduziert werden. Dies bestatigt, 
dass RF1-SII prinzipiell aktiv ist. 

15 

Beispiel 4 : Voruntersuchungen zur Funktionalitat von 

RF1-SII: Aktivitatsvergleich mit nativem RF1 

20 Figur 4 stellt den Vergleich der Funktionalitat und Aktiv- 
itat von getaggtem und nativem RF1 im Amber-Suppressions- 
Assay dar. RF1-SII zeigt gegenuber RF1 eine vergleichbare 
Aktivitat. Figur 4B zeigt fur RF1-SII in Abhangigkeit von 
der zugegebenen Menge an Matrize gegenuber RF1 eine gerin- 

25 gere Syntheserate * Unter Berucksichtigung der Syntheser- 
aten von RF1-SII und nativem RFl wurden dann die Raten der 
tRNA-Selektion in Gegenwart beider Proteine bei der Ex- 
pression des Reporterproteins FABPAmb88 aus dem Phospho- 
lmage (Fig. 4A) bestimmt. Die fiir das Reporterprotein 

30 kodierende Matrize (pHMFAAmb88) enthalt eine amber- 
Mutation an Aminosaureposition 88. Die Rate der tRNA- 
Selektion in Gegenwart von RF1-SII ist nahezu identisch 
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mit der in Gegenwart von nativem RF1 (Diagramm 4C) . Beide 
Proteine weisen somit eine vergleichbare Aktivitat auf. 

5 

Beispiel 5: Simulation der Entfernung von RF1-SII aus 
Lysaten 

Zur Simulation der Entfernung von RF1-SII aus Lysaten 
10 wurde RF1-SII prSparativ hergestellt und mit 14 C-Leucin 

(100 dpm/pmol) markiert. Im AnschluB daran wurde das syn- 
thetisierte, auf gereinigte RF-SII einem S30-Lysat in einer 
Endkonzentration von 0,1 \xM (in lx TLM-Puffer, 215 
A 260 /ml) zugegeben. Die Abtrennung des RF1-SII erfolgt uber 
eine StrepTactin-Saule, wobei insgesamt 500 \xl Lysat (= 
ca. 110 A 260 ) auf 200 \xl Saule in.drei Schritten a 166 \xl 
aufgetragen wurden. Das Waschvolumen betrug je 200 pi. In 
Figur 5 ist das Elutionsverhalten von Lysatkomponenten und 
speziell von RF1-SII mit und ohne Zugabe von NaCl sowie 

20 

der jeweilige Anteil von RF1-SII im Lysat dargestellt. 
Figur 5A zeigt das Elutionsverhalten von Lysatkomponenten. 
Aus Figur 5A ist zu entnehmen, dass die Lysatkomponenten 
grofltenteils nicht oder nur unspezifisch an der Saule ge- 
bunden wurden. Unspezifisch gebundene Lysatkomponenten 

25 

wurden durch Waschen leicht wieder eluiert (Waschfrak- 
tionen) . Das verwendete Verfahren mindert somit nicht die 
Aktivitat des Lysates durch Abtrennung erwiinschter 
Lysatkomponenten. In Figur 5B ist das Elutionsverhalten 
von RF1-SII dargestellt und offenbart, dass RF1-SII spezi- 

30 

fisch an der StrepTactin-Saule bindet und erst durch die 
Elutionslosung von der Saule eluiert wird (Elutionsf rak- 
tion, Figur 5B) . In den Fraktionen des Durchlaufs sowie 
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. des Waschen ist RF1 nur geringfiigig enthalten. Die Figuren 
CI unci C2 zeigen cien Anteil von RF1-SII im Lysat in Ab- 
hangigkeit vom jeweiligen Abtrennungsschritt . Figur CI 
enthalt die Werte dpm RFl/ml im Verhaltnis zu OD260/ml des 
5 Lysates. Der Anteil von RF1-SII (dpm/OD260) im reinen 
Lysat in Figur 5C1 ist in Figur 5C2 gleich 100% gesetzt, 
sodass Figur 5C2 den prozentualen Anteil von RF1-SII im 
Lysat darstellt. Figur 5C2 zeigt, dass RF1-SII nach den 
Abtrennungsschritten "Durchlauf " und Waschf raktion" in 
10 deutlich geringem Anteil im Lysat enthalten ist. 

Beispiel 6: genomische Struktur eines genetisch verander- 
ten Organismus 

15 

In der Figur 6 ist eine schematische Darstellung des chro- 
mosomalen Gens eines erf indungsgemaii ausgetauschten Pro- 
teins vor und nach der Klonierung dargestellt. Man erkennt 
die ursprungliche genomische Situation (Figur 6B) , welche 

20 aus dem RFl-Gen, einem Regulationselement und dem Gen fur 
HemK besteht und die gewunschte genetische Situation 
(Figur 6A) , in welcher an das Gen von RFl die Markerse- 
quenz von StrepTag-II angehangt ist, Desweiteren enthalt 
die gewunschte genetische Situation eine Se- 

25 lektionssequenz, hier eine Antibiotikaresistenz gegen Ka- 
namycin sowie neue regulatorische Elemente. Ein 
erf indungsgemafler Organismus ist bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH gemaft 
dem Budapester Vertrag hinterlegt unter der Nummer DSM 

30 15756 (E. coli/RFl-SII) . 



Beispiel 7: Herstellung eines an RFl defizienten Lysates 



WO 2005/017166 



21 



PCT7EP2004/008469 



Die Kultivierung dreier E. coli /RFl-SII Klone (a,b,d) 
wurde in Schiittelkulturen vorgenommen . Die Kulturen wurden 
in der log-Phase geerntet und mit Hilfe von Ultraschall 

5 aufgeschlossen. Das RFl-SII haltige Lysat wurde in zwei 
Ansatze geteilt und RF1-SII durch unterschiedliche Metho- 
den abgetrennt. Aus Ansatz A (in Figur 5 entsprechend In- 
dex A) wurde RFl-SII durch Af f initatschromatographie an 
einer StrepTactin-Saule (500 |ul Lysat (= ca. 110 A 260 ) auf 

0 200 \xl Saule) abgetrennt. Der Ansatz B (in Figur 7 ent- 
sprechend Index B) wurde einer Prainkubation (4 00 mM NaCl) 
unterworfen und im Anschluft daran RFl-SII tiber eine 
StrepTag-Saule (500 |al Lysat (== ca. 125 A 260 ) auf 200 jxl 

Saule) abgetrennt. Hiernach erfolgte Entsalzung iiber NAP 
5 " 

5. Die Ergebnisse sind der Figur 7 A und B zu entnehmen, 
welche den Nachweis von RFl-SII mittels SDS-Page und West- 
ernblot im Elutionsvolumen zeigt. Figur 7A zeigt die 
Coomassieblaufarbung des Geles. Figur 7B zeigt die Detek- 
tion von RFl-SII mit Streptavidin-HRP oder Anti-SII 
(monoklonale Antikorper gegen StrepTag) . Als Standard di- 
ent in vitro translatiertes und auf gereinigtes RFl-SII. 
LMW6 ist ein Molekulargewichtsmarker , K A ein Lysat aus 
einem gentisch unveranderten E. Coli-Stamm, welches der 
Abtrennungsmethode des Ansatzes A unterworfen wurde. Die 

>5 

Ergebnisse zeigen, dass RFl-SII durch beide Methoden aus 
dem Lysat erfolgreich abgetrennt wurde. 



Beispiel 8: Expression von RFl-SII 

30 

Es wurden zwei E. coli-Stamme mit dem unter Beispiel 6 
angegebenen synthetischen DNA- Fragment (gewunschte 
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genetische Situation) geklont . Mit Hilfe der Expressions- 
PCR wurden die Proteine RFl und HemK aus der chromosomal en 
DNA (E. Coli K12) amplif iziert , kloniert und sequenziert. 
Uber die PCR wurde auch die StrepTag-Sequenz (SII) an das 
5 Gen fur RFl angefugt sowie die' neuen Regulationselemente 
fur die Expression von HemK eingeftigt. Beide Proteine wur- 
den zellfrei translatiert , urn ihre Exprimierbarkeit sowie 
im Falle von RFl auch ihre Funktionalitat zu uberprufen, 
Hierauf begann die Herstellung der Genkassette mit der 

10 gewunschten genomischen Situation fur den chromosomalen 
Austausch. Es wurden drei PCR-Fragmente (mit den Genen fur 
RF1-SII, fur die Kanamycin-Resistenz sowie fur HemK) herg- 
estellt und miteinander ligiert. Die Ligation erfolgt un- 
ter Verwendung asymmetrischer Restriktionsschnittstellen 

15 in einer Eintopf reaktion, d.h. die drei Fragmente wurden 
in einem Schritt miteinander ligiert. Das entstehende DNA- 
Fragment mit der gewunschten genomischen Situation wurde 
geleluiert, in einen Vektor kloniert, sequenziert und mit 
Hilfe der PCR amplif iziert . Hierauf erfolgte die Transfor- 

20 mation des PCR-generierten linearen Fragments in E. coli 
D10 mit Hilfe der Elektroporation . Die Kanamycin-Resistenz 
wurde fur die Selektion auf Klone mit der gewunschten 
genomischen Situation verwendet. Hierzu wurden die Zellen 
auf Kanamycin-Platten ausgestrichen. Die vier positiven 

25 Klone wurden einer Gegenselektion in ampicillinhaltigem 
Medium unterzogen, um ausschlieiien zu konnen, dass das fur 
die Amplif ikation des Genf ragmentes verwendete Plasmid, 
das eine Ampicillin-Resistenz tragt, transf ormiert wurde. 
Weiterhin wurde mit Hilfe der Kolonie-PCR das Vorhanden- 

30 sein des gewunschten Genf ragmentes innerhalb des E. Coli- 
Chromosoms uberpriift. Hierzu wurde ein Primer, der inner- 
halb der Kassette hybridisiert , mit einem Primer kom- 
biniert, der im E. coli-Chromosom aufierhalb der 
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transf ormierten Kassette hybridisiert . Alle vier positiven 
Klone wiesen die gewunschte genomische Situation auf . 
Figur 8 zeigt die in vivo Expression von RF1-SII im West- 
ernblot. Die Abtrennung von RF1-SII erfolgte uber eine 
5 StrepTactin-Saule . Der Nachweis des Proteins wurde mit 
Anti-SII (monoklonaler Antikorper gegen StrepTag) durchge- 
fuhrt. Die Figur 8 zeigt eine deutliche Expression von 
RF1-SII in den beiden Klonen a und b. Die Negativkontrolle 
"0" aus einem genetisch unverandertem Stamm zeigt keine 
10 Expression von RF1-SII. Die Probe "K" ist in vitro trans- 
latiertes RF1-SII und dient als Marker und 
Positivkontrolle . 

15 Beispiel 9: EinfluJB der RFl-Abtrennung auf die Effizienz 
der Suppression im regenerierbaren System. 

Die Figur 9 stellt das Ergebnis der in vitro Proteinbio- 
synthese mit einem erf indungsgemaften Lysat und einem RF1 

20 haltigen Lysat dar. Figur 9A zeigt das Phosholmage eines 
SDS-Gels, welches die jeweiligen Anteile des Termination- 
sproduktes und des Suppressionsproduktes vor und nach der 
Abtrennung von RF1 in Abhangigkeit von der Menge an 
Suppressor-tRNA zeigt. In diesem Fall wurde eine enzyma- 

25 tisch aminoacylierbare tRNA verwendet. Bei einem 

Suppressor-tRNA-Anteil von 1,2 jliM im RFl-def izienten Lysat 
sind nur noch geringe Mengen des Terminationsproduktes 
detektierbar . Durch Abtrennung von RFl wird die Transla- 
tion des Suppressionsproduktes erhoht (Figur 9B) und 

30 gleichzeitig das Verhaltnis Suppressionsprodukt/Termina- 
tionsprodukt auf die Seite des Suppressionsproduktes ver- 
schoben (Figur 9C) . Zudem wird die Syntheserate des Sup- 
pressionsproduktes durch hdhere Zugabemengen der 
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Suppressor-tRNA gesteigert. Im Ergebnis wird durch Abtren- 
nung von RFl aus einem Lysat die Syntheserate eines Sup- 
pressionsproduktes deutlich erhdht und somit die Ausbeute 
gesteigert . 

5 

Beispiel 10: Einbau einer nicht-naturlichen Aminosaure 

Die Figur 10 zeigt beispielhaft den gesteigerten Einbau 
10 von Biotinyllysin in Abwesenheit von RFl in FABP (Figur 
10A, Phospholmage) . Es wurde eine amber-Suppressor tRNA 
verwendet, die uber chemische Methoden mit Biotinyllysin 
(Biocytin) beladen wurde. Die Markierung der translatier- 
ten Proteine mit 14 C-Leucin bestatigt die hohere Synthese- 
15 rate an biotinyliertem FABP in einem RFl-def izienten Lysat 
(Figur 10B und C) . 

Beispiel 11: Einbau von Biocytin mit Hilfe einer mit 
20 chemischen Methoden beladenen amJber- 

Suppressor-tRNA - Nachweis biotinylierter 
Proteine im Westernblot 

Fig. 11A zeigt den Westernblot, 11B die Quantif izierung 
25 des Westernblots liber die Detektion von Chemilumineszenz . 
Es wurde ein monoklonaler Antikorper gegen StrepTag II 
verwendet, der mit HRP gekoppelt war. Der Westernblot 
zeigt eindeutig die stark erhohte Synthese an synthe- 
tischem biotinyliertem Protein im Lysat nach 
30 RFl-Abtrennung. Weiterhin zeigt der Blot, dafi durch die 
verwendete Methode zur Herstellung des RFl-def izienten 
Lysat auch endogene biotinylierte Proteine entfernt wer- 
den: Das in Lysaten aus E. coli relativ hochkonzentrierte 
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endogene Protein BCCP wird nach RFl-Abtrennung kaum noch 
detektiert. Die Quantif izierung des Westernblots zeigt 
noch einmal die stark erhohte Synthese an synthetischem 
modif iziertem Protein im RFl-def izienten Lysat und 
5 bestatigt die uber Radioaktivitat durchgef iihrte Quanti- 
f izierung aus Beispiel 10. 



Beispiel 12: Einbau von Biocytin in Abhangigkeit von der 
10 Reaktionszeit 

Mit langerer Reaktionszeit wird, wie Figur 12 zeigt, ver- 
mehrt Biotinyllysin (Biocytin) eingebaut. Inf olgedessen 
erhoht sich der Anteil an Suppressionsprodukt an der Ge- 
15 samtproduktmenge. Durch langere Reaktionszeiten wird die 
Ausbeute des biotinylierten Suppressionsproduktes 
gesteigert . 



20 



25 



30 
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RiNA GmbH 
TakustraDe 3 

RECEIPT CN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
14195 Berlin issued pursuant to Rule 7. 1 by the 

* ' INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 

identified at the bottom of this page 



I IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR: 

RF1-SII 


Accession number given by .the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15756 


EL SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 


The microorganism identified under L above was accompanied by: 




< X ) a scientific description 

( x ) . a proposed taxonomie designation 

(Mark with a cross where applicable). 




Ill RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This international Depositary Authority aceepts the mieroorganism identified under !. above, whieh was reeeived by it on 2003-07- 15 



This International Depositary t 
(Date of the original deposit) 1 . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by il on 
Tor conversion). 



(date of original deposit) 
(date of receipt of request 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name- DSMZ-DEUTSCHE SAM M LUNG VON 

MKROORGAN ISM EN UND ZELLKULTURES GmbH 

Address: Maschcrodcr Wcg 1 b 

D-3HI24 Braunschweig 



Stenaturc(5) of person^) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized omcidl(i) 

Date: 2003-07-16 



: Where Rule 6.4 (d) applies, such 
Form DSMZ-BP'4 {sole page) ,X'200! 



date is the date on whieh the status of international depositary authority was acquired. 
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RiNA GmbH 
TakustraBe 3 

EMP FANGS BEST ATIGUNG BE1 ERSTHINTERLEGITNG, 
14105 Berlin ausgcsicllt gcmaQ Rcgct 7.1 von dcr untcn angcgcbcncn 

l*m BCTim INTCRNATIONALEN HENTERLEGUNGSSTELLE 



1. KENNZEICHNUNG DES MOCROORGANISMUS 


Vom H&NTERLEGER zugeteiltcs Bezugszetchen: 
RF1-SII 


Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 15756 


D . W1SSENSCHAFTL1CHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mil dcm unier L bezeichnetcn Mikroorganismus wurde 




( X ) cine wissenschaftliche Bcschreibung 

( x ) cine vorgeschlagcnc taxonomischc Bezcichnung 




cingcretcht. 

(Zutrcflcndcs ankreuzen). 




Ul. EINGANG UNO ANNAHM E 


Dicscimcnmt^^ 2003-07-15 (Datum dcr Erst- 
himcrlcgung)' cingegangen ist. 


EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


ii cinecganecn (Datum dcr Erst- 
Dcr untcr 1 bczcichnctc Mikroorganismus ist b c j* csc L*^ Budapcsccr Vcrtrag ist am 
himcrlcgung) und cm Antrag aur Umwandlung dicscr Ersthmtcrlcgung in cine Hintcncgung gemau v 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


v fNTTFRWATiriNA! P HrNTTERLEGUNGSSTELLE 


Name. DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

NtlKROORGANlSMEN UND ZEU-KULTUREN GmbH 




An^chrin. Maschcrodcr Wcg lb 

DOS 1 2-1 Braunschweig 


Datum. 2003-07-16 


' Falls Rcgcl M Huchstabo d zutrim. isi dies dcr Zcitpunkt. zu dcm dcr Status 
Fonnblutt DSMZ-BPM (cinzigc Scitc) IX'2001 


cincr intcmationalcn Hintcrlegungsstcllc crworben worden ist. 
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RiNA GmbH 
TakustraBe 3 

141 95 Berlin uebensfahigkeitsbescheinigung 

auseestcllt gemaB Regcl 10.2 von dcr untcn angcgcbcncn 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L HrNTERLEGER 



II. KJENNZEICHNUNG DES MOCROORGANISMUS 



Name: 



Anschrift: 



RiNA GmbH 
TakustraBe 3 
14195 Berlin 



Vonder INTERN ATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteiltc EINGANGSNUMMER: 

DSM 15756 

Datum dcr Hihtcrlcgung odcr Weiterlcitung': 

2003-07-15 



HI. LEBENSFAHIGKEITSBESCHE1NIGUNG 



Die tebensffihigkeit des unter H genannten Mikroorgamsmus ist am 2003-07-15 
Zu dicscm Zeitpunkt war dcr Mikroorgatiismus 



1 gepruft worden. 



(X) 1 Icbcnsfahig 

( ? nichtmchrlcbcnsfShig 



IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LE8ENSFAHIGKErTSPR0FUNG DURCHGEFOHRT WORDEN 1ST 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE . 



Name- DSMZ-DEUTSCHE SAM M LUNG VON 

MIKAOORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: M asch erode r Wcg lb 
D-38 1 24 Braunschweig 



Datum. 

2003-07-16 



des Da 1U ms dcr EH*«rt» W« c,„c emeu, .Ucr cine ^cHci^ vorgcnomnKn *ordcn is, A«*. des b^. * 



went ScZgabcn bemrag. -order, sind und *«n *c E**.i~ dcr Prtfun* ocga.iv 



Furmblaii DSMZ-BP'9 (cinagcSciu) 12/2001 
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RiNA GmbH 
Takustrafle 3 
:14195 Berlin 



VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


IL IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: RiNA GmbH 
TakustraBe 3 
Address: 14195 Berlin 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 15756 

Date of the deposit or the transfer 1 : 

2003-07-15 


01. VIABILITY STATEMENT 



The viability or the microorganism identified under II above was tested on 2003 -07- 1 5 
On that date, the said microorganism was 



( x y viable 

( y no longer viable 

IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: 



Address: 



DSMZ-DEUTSCHE S AM M LUNG VON 
MIJCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Maschcrodcr Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signaturc(s) of pcrson(s) having the power to ^P^rU 0w 
International Depositary Authority or ofauthonzed ofncial(s). 

duic: 2003-07-16 



' Indicate the date ororigina) deposit or. where a new 

Inlhe S referred to in Rule 1 0.2(a) |ii) and In... refer to .he most recent viabih.y lest. 
' ^^^^^^^ and if the rcsuhs of the test *ere negative. 
Form DSMZ-BP/9 (sole page) 12/2001 



deposit or a transfer has been made, the most recent relevant dale (dale of the new deposil nr dale 
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Patentanspruche : 



1) Verfahren zur Herstellung eines Lysates zur zellfreien 
5 Proteinbiosynthese mit den f olgenden 

Verf ahrensschritten : 

a) Austausch einer fur ein essentielles, jedoch die 
Ausbeute einer zellfreien Proteinbiosynthese reduz- 

10 ierendes Translationsprodukt codierenden geno- 

mischen Sequenz in einem Organismus gegen eine 
unter einem geeigneten regulatorischen Element ste- 
hende fremde DNA, wobei die fremde DNA fur das es- 
sentielle Translationsprodukt, jedoch zusatzlich 

15 enthaltend eine Markersequenz codiert, 

b) Kultivieren des gemafi a) transf ormierten 
Organismus , 

20 c) Lyse der Organismen aus der Kultur nach b) und 

d) Abtrennung des essentiellen Translationsproduktes 
aus dem in c) erhaltenen Lysat mittels eines fur 
die Markersequenz selektiven Trennverf ahrens . 

25 

2) Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass 
das essentielle Translationsprodukt ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus "Terminationsf aktoren oder mit 

30 Terminationsf aktoren interagierende Proteine - insbe- 
sondere RF1, RF2, RF3, eRF, Lll oder HemK 
Initiationsf aktoren oder mit Initiationsf aktoren inter- 
agierende Proteine, Elongationsf aktoren oder mit 
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Elongationsf aktoren interagierende Proteine, 
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen - insbesondere Cysteinyl- 
tRNA- ocier Tryptophanyl-tRNA-Synthetase Enzyme des 
Aminosaurestof fwechsels - insbesondere Aminotransfera- 
5 sen, Isomerasen, Synthetasen -, Phosphatasen, Nuk- 
leasen, Proteasen, Kinasen, Racemasen, Isomerasen, 
Polymerasen und Kombinationen vorstehender Substanzen". 



10 3) Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Markersequenz ausgewahlt 1st 
aus der Gruppe "StrepTag-II, Polyhistidin f FLAG, 
Polyarginin, Polyaspartat , Polyglutamin, Polyphenyla- 
lanin, Polycystein, Myc, Gluthadion-S-Transf erase, Pro- 

15 tein A, Maltose bindendes Protein, Galactose bindendes 
Protein, Chloramphenicol-Acetyltransf erase, Protein G, 
Calmodulin, Calmodulin-bindendes Peptid, HAT (= natural 
histidine affinity tag) , SBP (= Streptavidin-bindendes 
Peptid) , Chitin-bindende Domane, Thioredoxin, 15- 

20 Galaktosidase, S-Peptid (Reste 1-20 der RNase A) , 
Avidin, Streptavidin, StrepTag-I, Dihydrof olat- 
Reduktase, la c-Repressor, Cyclomaltodextrin- 
Glucanot rans f erase , Cellulose-bindende Domane , Bt ag, 
NanoTag" . 

25 

4) Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3 r wobei die 
Markersequenz und das chromosomale Gen als Fusionspro- 
tein exprimiert werden und wobei die translatierte 
30 Markersequenz die Aktivitat des essentiellen Transla- 
tionsproduktes im Organismus nicht beeintrachtigt . 
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5) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das 
Trennverfahren eine Af f initatschromatographie oder ein 
Antikorper-Assay ist. 

5 

6) Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Organismus ein Prokaryont oder Eukaryont 
•ist, insbesondere ausgewahlt ist aus der Gruppe beste- 
hend aus "Enterobacteriales (z.B. Escherichia spec, 

10 E.coli), Lactobacillales (z.B. Lactococcus spec, 

Streptococcus spec), Actinomycetales (z.B. Streptomy- 
ces spec, Corynebacterium spec), Pseudomonas spec, 
Caulobacter spec, Clostridium spec, Bacillus spec, 
Thermotoga spec, Micrococcus spec, Thermus spec". 

15 

7) Lysat zur zellfreien Proteinbiosythese erhaltlich durch 
ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei . 
das Lysat eine verminderte Aktivitat eines essentiellen 

20 Translationsproduktes aufweist. 



8) Lysat zur zellfreien Proteinbiosynthese nach Anspruch 
7, wobei das Lysat eine verminderte Aktivitat eines 
oder mehrerer der essentiellen Translationsprodukte 
ausgewahlt aus der Gruppe "Terminationsf aktoren oder 
mit Terminationsf aktoren interagierende Proteine - ins- 
besondere RF1, RF2, RF3, eRF, Lll oder HemK 
Initiationsfaktoren oder mit Initiationsf aktoren inter- 
agierende Proteine, Elongationsf aktoren oder mit Elon- 
gationsf aktoren interagierende Proteine, Amino- 
acyl-tRNA-Synthetasen - insbesondere Cysteinyl-tRNA- 
oder Tryptophanyl-tRNA-Synthetase -, Enzyme des 
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Aminosaurestof f wechsels - insbesondere Aminotransf era- 
sen, Isomerasen, Synthetasen Phosphatase!!, Nuk- 
leasen, Proteasen, Kinasen, Racemasen, Isomerasen, 
Polymerasen und Koinbinationen vorstehender Substanzen" 
5 aufweist. 

9) Verwendung eines Lysates nach Anspruch 7 oder 8 zur 
zellfreien Proteinbiosynthese. 

10 

10) Verwendung nach Anspruch 9, wobei mittels amber- 
Suppressor-tRNAs naturliche und/oder nicht-naturliche 
Aminosauren, bevorzugt Biotinyllysin, f loureszierende 

15 Aminosauren und/oder Phenylalanine eingebaut werden. 

11) Isolierter Mikroorganismus oder isolierte Zelle, wobei 
eine fur ein essentielles, jedoch die Ausbeute einer 

20 zellfreien Proteinbiosynthese reduzierendes Transla- 

tionsprodukt codierende genomische Sequenz gegen eine 
unter einem geeigneten regulatorischen Element stehende 
fremde DNA ausgetauscht ist, wobei die fremde DNA fur 
das essentielle Translationsprodukt , jedoch zusatzlich 

25 enthaltend eine Markersequenz codiert. 

12) Mikroorganismus, wie hinterlegt unter DSM 15756. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 



A (Phospholmage) 

1 2 3 4 5 



RF1-SII 



Hl«^<i# <- Sup ("full length" FABP) 
^ $m mm &m <*- Term 



B 



O 

% 



Q) 
"D 

O 

a: 




0,1 0,2 
RF1-SII [MM] 



WO 2005/017166 



3/10 



PCT/EP2004/008469 



Fig. 4 
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Fig. 5 
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Fig. 6 
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Fig. 12 
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